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RESUMO - A sintese de substancias opticamente puras € a separagao de
enantiomeros com elevado grau de pureza enantiomérica ¢ uma importante tarefa
das industrias quimicas e farmac€uticas modernas, as quais tém intensificado o
desenvolvimento de novas tecnologias devido a disponibilidade de eficientes
técnicas de separacdo, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia em fases
estacionarias quirais. Os fatores levados em consideragdo no desenvolvimento ou
utilizacao destas fases sdo: elevada disponibilidade, custos relativamente baixos,
variada aplicacdo, estabilidade mecanica e quimica, elevada capacidade de
adsor¢ao e enantioseletividade. Neste trabalho, avaliou-se a capacidade de
discriminacdo quiral da fase estaciondria tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de
amilose, sintetizada a partir de uma metodologia definida em escala analitica e em
quantidade suficiente para a confeccdo de nove colunas cromatograficas
semipreparativas. Os perfis de elui¢ao e os parametros cromatograficos, resolucao
e fator de separagdo, foram avaliados apoOs consecutivas inje¢des da mistura
racémica do omeprazol. Observou-se um aumento no tempo de retencdo dos
enantidmeros provavelmente devido a interagdes ndo especificas entre estes e o
polissacarideo nao reagido e/ou a superficie da silica ndo recoberta. A diminuigao
da capacidade de discriminagdo quiral da fase estaciondria pode ser atribuida a
perda de seletor quiral, o qual estd apenas adsorvido fisicamente sobre as
particulas de silica.

1. INTRODUCAO

Os enantidomeros sdo estereoisdmeros cujas moléculas sdo imagens especulares umas
das outras, que ndo se superpdoem. A enantiomeria s6 ocorre em compostos cujas moléculas
sdo quirais.

Compostos enantiomericamente puros podem ser obtidos por sintese estercoseletiva
(produgdo de um tUnico enantidmero) ou a partir de uma mistura racémica (producdo de
ambos enantiomeros) (Francotte, 1994).
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Na sintese estereoseletiva, para que haja a formagdo preponderante de um dos
enantidmeros € necessario que substratos quirais e pro-quirais influenciem o desenvolvimento
da reacdo. Neste caso, auxiliares, reagentes e catalisadores quirais sdo utilizados. (Baird e
Taylor, 1995; Francotte, 1994; Pinheiro e Ferreira, 1998; Versteeg et al., 1995).

No método racémico, o racemato ¢ obtido por uma seqiiéncia de reagdes com menor
grau de dificuldade comparado as correspondentes formas opticamente ativas. Em seguida, a
separacdo dos enantidmeros ¢ obtida por recristalizacdo, cromatografia ou membrana
(Francotte, 1994, 2001). A enantioseparacdo por cromatografia pode ser realizada utilizando-
se uma fase estacionaria aquiral e um solvente ou aditivo quiral adicionado a fase mdvel ou
uma fase estacionaria quiral (FEQ) (Francotte e Buchheit, 1992).

As principais vantagens do emprego da cromatografia, quiral ou aquiral, sdo: aplicacdo
a uma variedade de misturas racémicas; obtencdo de ambos enantiomeros; técnica rapida e
relativamente facil; alto grau de pureza Optica dos enantidmeros isolados e separagdo dos
enantidmeros de misturas racémicas, cujos compostos racemizam facilmente ou apresentam
quiralidade tipo hélice ou helicoidal (Francotte, 1994).

Nas ultimas duas décadas, inimeros seletores quirais tém sido avaliados em relacao a
sua capacidade de resolucdo quiral e emprego em centenas de fases estacionarias quirais.
Dentre essas fases, aquelas que se mostraram mais promissoras, quanto a enantioseparagao de
uma ampla classe de compostos quirais, estdo disponiveis comercialmente para separacdes em
escala preparativa e sdo empregadas em aplicagdes diversas. Para a analise de farmacos
quirais e seus metabolitos, a literatura destaca o sucesso das fases estaciondrias quirais
baseadas em derivados de polissacarideos (Bonato et al., 2005; Cass et al., 1997).

Celulose e amilose sdo polimeros com atividade Optica encontrados em maior
abundancia na natureza. In natura, apresentam propriedades mecanicas fracas e limitada
capacidade de resolugdo quiral (Yashima, 2001). Entretanto, a derivacdo desses
polissacarideos em acetatos, benzoatos, triésteres e fenilcarbamatos conduz a formagao de
novos sitios de reconhecimento quiral para a separagao dos enantidmeros de uma variedade de
compostos racémicos, melhorando assim, as propriedades cromatograficas e enantiosseletivas
(Jardim et al., 2006; Okamoto e Kaida, 1994; Pirkle e Pochapsky, 1989; Yashima e Okamoto,
1995). A Figura 1 mostra a formagdo do derivado tris(3,5-dimetilfenilcarbamato), proveniente
da reagdo da amilose com o 3,5-dimetilfenil isocianato, utilizado neste trabalho.

A reacdo de derivagdo do polissacarideo deve ser realizada em condigdes anidras para
se evitar a ocorréncia de reacdes secundarias, uma vez que o isocianato em presen¢a de agua
(Figura 2) produz acido carbamico que pela elimina¢dao de gas carbonico conduz a formagao
de uma amina primadria, a qual reage com o isocianato formando um derivado de uréia (Figura
3) (Degani, 2001).

A temperatura da reagdo também deve ser rigorosamente controlada, dado que em
temperaturas inferiores a 100 °C a reagdo entre o polissacarideo e o isocianato nao ¢ completa

e, temperaturas mais elevadas que esta podem levar a carameliza¢do do carboidrato (Coimbra,
2007).
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Figura 1 - Esquema reacional de derivagdo da amilose e formag¢ao do derivado tris(3,5-
dimetilfenilcarbamato).
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Figura 2 - Representacdo esquematica da reacao do isocianato com a dgua, levando a
formagao do derivado de uréia.

Dw—c TQ
H O H

Figura 3 - Estrutura molecular do derivado de uréia (1,3-di(3’5’-dimetil)fenil uréia).
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Os fatores levados em consideragdao no desenvolvimento ou utilizacdo das FEQs sao:
elevada disponibilidade, custos relativamente baixos, variada aplicacao, estabilidade mecanica
e quimica, elevada capacidade de adsor¢do e enantioseletividade.

Em cromatografia, a retencdo do soluto ¢ expressa pelo fator de retencdo, k,
determinado pela razao entre a quantidade de moléculas retidas na fase estacionaria, ng, € as
que percorrem a coluna na fase moével, ny. O fator de retencdo também esta relacionado a
razdo dos tempos que as moléculas ficam na fase estaciondria, t, € na fase movel, #), (Collins,
2000).

k:n_E:(tR_tM) (1)

ny Iy

O fator de separacdo, o, o qual descreve a interagdo de equilibrio entre os enantiomeros
do soluto e a fase estacionaria, a uma temperatura constante, ¢ dado por (Cabusas, 1998):
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onde krx ¢ ks sdo os fatores de retencdo dos enantidmeros mais e menos retido,
respectivamente.

No entanto, o fator de separacdo ndo engloba informagdes sobre a largura dos picos.
Neste caso, a resolucdo, pardmetro analitico calculado da razdo entre a distancia que separa os
pontos maximos dos picos ¢ a média das larguras de suas respectivas bases, deve ser levada
em consideracdo para avaliar a separacdo dos enantidmeros.

Uma outra medida de separagdo de dois componentes consecutivos ¢ a resolucao (Rs).
Este parametro ¢ calculado a partir da razdo entre a distdncia que separa os pontos maximos
das bandas cromatograficas e a média das larguras de suas respectivas bases, w,, ou das
larguras na meia altura, w;, (COLLINS, 2006).

R :2M:1’177M 3)
Wys + Wir (Wis + Wig)

Quando Rs=1, as duas bandas estdo razoavelmente separadas com somente 2% de
superposicdo das mesmas. Maiores valores de resolu¢do indicam melhor separagdo; onde

Rs=1,25 ¢ suficiente para fins quantitativos e Rg>1,5 indica separagdo completa (Collins,
2006).

Neste trabalho, avaliou-se a capacidade de discriminacdo quiral da fase estacionaria
tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose, sintetizada a partir de uma metodologia definida
em escala analitica e em quantidade suficiente para a preparagdo de duas colunas
cromatograficas analiticas (15 x 0,46 cm D.I. e 25 x 0,46 cm D.I.) e nove semipreparativas
(25 x 1,0 cm D.I).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

A mistura racémica da farmaco omeprazol foi doada pela Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda (Itapira, Sao Paulo).

Os materiais e solventes utilizados na preparacdo das colunas e nas analises
cromatograficas foram: amilose de batata tipo III (Sigma-Aldrich, EUA), colunas de ago
inoxidavel (Phenomenex, EUA), 3,5-dimetilfenil isocianato (Acros, EUA), hexano (J.T.
Baker, EUA), hidréxido de potassio (Qhemis, Brasil), isopropanol (J.T. Baker, EUA),
metanol (J.T. Baker, EUA), N,N-dimetilacetamida (Aldrich, EUA), pentéxido de fosforo
(Vetec, Brasil), piridina (J.T. Baker, EUA), silica Luna NH, (100 A e 9 um) (Phenomenex,
EUA), tetrahidrofurano (THF) (Synth, Brasil), 1,3,5-tri-terc-butilbenzeno (TTBB) (Aldrich,
EUA).
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As andlises cromatograficas foram realizadas em um cromatografo liquido de alta
eficiéncia (Waters, modelo 2487), composto por duas bombas (modelo 1525) e detector de
absorvancia no ultravioleta-visivel (UV-vis). Os perfis de elui¢do foram registrados pelo
software Breeze.

2.2. Procedimento Experimental

A colunas cromatograficas, contendo a FEQ tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose,
adsorvida fisicamente em particulas de silica Luna NH,, foram confeccionadas por Freitas
(2009), de acordo com a metodologia descrita em Matlin et al., 1994.

As principais etapas envolvidas no processo foram: derivagdo da amilose, adsor¢ao do
carbamato ao suporte de silica e empacotamento.

Sintese do derivado de polissacarideo: Partiu-se de 1,572 (£ 0,001) g de carboidrato
(amilose) (balanga semi-analitica Marte) previamente seco em estufa a vacuo a 60 (£ 1,0)
°C/24 h. Adicionou-se 60 mL de piridina anidra, previamente tratada com hidréxido de
potassio (KOH), destilada e armazenada em frasco ambar contendo peneira molecular. A
mistura reacional foi aquecida a 100 (= 1,0) °C/24 h sob agitagdo magnética. ApoOs
resfriamento a temperatura ambiente, 5,0 g do reagente 3,5-dimetilfenil isocianato foi
adicionado a mistura, a qual permaneceu em refluxo a 100 (£ 1,0) °C/72 h. Decorrido o
tempo, a mistura foi novamente resfriada a temperatura ambiente, o produto precipitado em
300 mL de metanol sob agitagdo magnética por 1 h, filtrado a vacuo em funil de placa
sinterizada e lavado repetidas vezes com metanol, para total eliminacdo da piridina. Em
seguida o derivado de polissacarideo foi seco em dessecador com pentoxido de fosforo
(P20:5).

Os resultados da caracterizagao do carbamato de amilose por espectroscopia na regiao
do infravermelho (IV) e analise elementar (CHN) sdo encontrados em Freitas (2009).

Recobrimento do suporte de silica pelo carbamato: Uma suspensdo de THF (30 mL) e
silica (3,334 £ 0,001 g) foi mantida sob refluxo durante 30 minutos. Apods resfriamento a
temperatura ambiente, adicionou-se em pequenas propor¢des 0,834 (£ 0,001) g do carbamato
de amilose previamente solubilizado em THF e N,N-dimetilacetamida (9:1 v/v). Em seguida
os solventes foram evaporados em banho de gelo com o auxilio de rotaevaporadores Buchi,
modelos R-114 e R-200. O resultado final foi uma cobertura de 20% g/g de carbamato em
relagdo a silica Luna NH,. Em seguida, a fase estacionaria foi totalmente seca em bomba a
vacuo e o tamanho de suas particulas uniformizadas e homogeneizadas em peneira de orificio
38 um, adquirida da Bertel Industria Metalurgica Ltda.

Os dados referentes a andlise das particulas de silica e da FEQ por técnicas de
espalhamento de laser e microscopia eletronica de varredura (MEV) estdo disponiveis em
Freitas (2009).

Empacotamento das colunas cromatograficas semipreparativas: Uma suspensdo
contendo aproximadamente 17,0000 (£ 0,0001) g da fase estaciondria quiral ¢ 100 mL da
mistura hexano:isopropanol (50:50 v/v) foi preparada, sonicada por trés minutos e adicionada
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a cada coluna semipreparativa sob pressdo de 7500 psi (bomba Haskel), utilizando-se como
fase movel a mesma mistura de solventes acima, porém em proporgdes diferentes (90:10 v/v)
(CASS et al., 1999). Ap6s o empacotamento, as colunas foram condicionadas por 24 horas
em hexano:isopropanol (95:05 v/v) a uma vazao de 0,5 mL/min.

A capacidade de discriminagdo quiral da fase estacionaria  tris(3,5-
dimetilfenilcarbamato) de amilose foi avaliada apenas na coluna semipreparativa de nimero
cinco através apOs consecutivas injecdes de um composto ndo retido pela fase estaciondria
(TTBB) e da mistura racémica do farmaco omeprazol. O TTBB foi utilizado em experimentos
de pulsos cromatograficos para avaliar a homogeneidade das colunas através da determinacao
da porosidade total.

O numero (acumulativo) de injecdes realizadas antes de cada perfil (P) analisado e as
condigdes experimentais utilizadas foram:

Perfil 1 (P1):

4 inje¢des do composto nao retido em duplicata. Concentracao (C) = 3,0 mg/mL;
Temperatura (T) = 25 °C; Fase Mével (FM) = metanol (100%); Volume de inje¢ao (Vigjecio) =
20 uL; Vazao (Q) = 1,0, 2,0, 3,0 e 4,0 mL/min; Comprimento de onda (1) =254 nm.

4 inje¢des da mistura racémica em triplicata. C = 0,1 mg/mL; T = 25 °C; FM = metanol
(100%); Vinjecio =20 pL; Q = 1,0, 2,0, 3,0 e 4,0 mL/min; A = 302 nm.

Perfil 2 (P2):

8 injecdes do composto ndo retido em duplicata. C = 3,0 mg/mL; T =25 e 35 °C; FM =
metanol (100%); Vipjecao = 20 pL; Q = 1,0, 2,0, 3,0 € 4,0 mL/min; A = 254 nm.

8 injecdes da mistura racémica em triplicata. C = 0,1 mg/mL; T = 25 e 35 °C; FM =
metanol (100%); Vinjecio = 20 puL; Q = 1,0, 2,0, 3,0 € 4,0 mL/min; A = 302 nm.

Perfil 3 (P3):

12 injegdes do composto nao retido em duplicata. C = 3,0 mg/mL; T = 25, 35 e 40 °C;
FM = metanol (100%); Vipjecao = 20 pL; Q = 1,0, 2,0, 3,0 € 4,0 mL/min; A = 254 nm.

12 injecdes da mistura racémica em triplicata. C = 0,1 mg/mL; T = 25, 35 ¢ 40 °C; FM
= metanol (100%); Vinjecao = 20 pL; Q = 1,0, 2,0, 3,0 € 4,0 mL/min; A = 302 nm.

Perfil 4 (P4):

16 injecdes do composto ndo retido em duplicata, C = 3,0 mg/mL; T = 25, 35, 40 e 50
°C; FM = metanol (100%); Vinjecao = 20 pL; Q = 1,0, 2,0, 3,0 € 4,0 mL/min; A = 254 nm.

16 injecdes da mistura racémica em triplicata. C = 0,1 mg/mL; T = 25, 35, 40 e 50 °C;
FM = metanol (100%); Vigjecao = 20 pL; Q = 1,0, 2,0, 3,0 € 4,0 mL/min; A = 302 nm.
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Os parametros cromatograficos resolucao (R;) e fator de separagdo («) foram calculados
pelo software do equipamento.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os valores de R; e «, obtidos apo6s consecutivas injecdes do TTBB e da mistura
racémica, sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Parametros cromatograficos

P1 P2 P3 P4
R 1,02 0,97 0,72 -
a 1,25 1,23 1,16 1,12

C=0,1 mg/mL; T =25 °C; FM = metanol (100%); Vipjecao =
20 uL; Q =4,0 mL/min; A = 302 nm.

Pode-se observar um decréscimo na resolucdo e no fator de separagdo apds um
determinado tempo de uso da coluna cromatografica. A diminui¢do da capacidade de
discriminacao quiral da fase estacionaria pode ser atribuida, provavelmente, a perda de seletor
quiral, o qual esta apenas adsorvido fisicamente sobre as particulas de silica.

Os perfis de eluicao dos enantidmeros referentes a P1, P2, P3 e P4 sdo apresentados na
Figura 4. Pode-se observar um aumento no tempo de retengdo provavelmente devido a
interacdes nao especificas entre os enantidmeros do omeprazol e o polissacarideo nao reagido
e/ou a superficie da silica ndo recoberta durante o processo de recobrimento.
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Figura 4 - Perfis de elui¢do dos enantiomeros do omeprazol referentes a P1, P2, P3 e P4.
Coluna SP5. Condigdes experimentais: C = 0,1 mg/mL; T =25 °C; FM = metanol (100%);
Vinjecio = 20 uL; Q = 4,0 mL/min; A = 302 nm.
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4. CONCLUSOES

Observou-se um decréscimo nos valores dos parametros cromatograficos, fator de
separagdo e resolucdo apos um determinado tempo de uso da coluna cromatografica. A
diminui¢do da capacidade de discriminacdo quiral da fase estaciondria pode ser atribuida a
perda de seletor quiral, o qual estd apenas adsorvido fisicamente sobre as particulas de silica.
Também observou-se um aumento no tempo de retencdo dos enantidmeros provavelmente
devido a interagdes ndo especificas com o polissacarideo ndo reagido e/ou a superficie da
silica ndo recoberta durante o processo de recobrimento.
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